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Beschrelbung 

Die voriiegende Erfindung betritft ein Verlahren zur 
Vorreinigung mitiete Ultrafiltration von komplexen biolo- 
gischen Matrices, insbesondere von Fefmertafcnsbru- 
hen, welche Peptide Oder Protein e enthalten. 

Zur Gewirrung und Reinigung von Protainen oder 
Peptktenaus Fermerrtationsbruhen, beispieteweise mit- 
tete chromatograpWscher Vertahren, mufl zunachst 
eine Vbrreinigiing durchgefQhrt warden, die in vielen 
Fallen aus einer Entsalzung besteht 

Ein BeispieJ dafQr ist die Gewftnnung des Thrombi n- 
InhibitOfB-Hirucfin, einem einketbgen Potypeptid mit 65 
Amincsauren, aus dem KJturflberstand eines gerttech- 
nisch veranderten Stemmes der Hefe Saccharomyces 
cerevisiae. 

Bel dem urcprQngich aus dem Blutegei Hlrudo 
medtonaife isofierten Potypeptid Hirucfin handeit es eucti 
um efrien hochspezrf Ischen Thromb'ninhWtof mit brei- 
tem therapeutischen Potential (F. Markward, Biomed. 
Koctiim. Acta 44 (1985) 1007 - 1013). Die benOtigten 
Mengen kOnren jedoch nix auf gentechnologtechem 
Wege Ober trans for rnierte Mikroorganismen hergesteOt 
warden. Dabei hat es stari gezeigt daB die Hefe Sac- 
charomyces cerevisiae ale Wrtsorganismus geeignet 
ist, um taxrekt gefaltetes und voll akttves hirudin zu pro- 
duzieren (EPA1 168 342, EP A1 200 655). Die Sezer- 
rrierung dee Proteins ergibt Kbnzentrationen von bis zu 
einigen h und art MIDgram Hrudin pro Liter KutturfiKrat 
Alleidings ist eine hone Ausbeute des Proteins nur 
darai zu erzieien, warn bei der Heteter mentation tom- 
piexe Nahrmeden unter Zusatz von HefeextraM, Com- 
steep, Pepton oder Fletschpaste eingesetzt warden, so 
da 3 sich fOr rJe Reinigung das Proteins das Problem 
steiit, Hirudin aus hoher VerdOnnung in einem Gerrisch 
von proteirtartigen Begieitstoffen zu isoiieren. 

Zur Entsalzung der so gewomenen Kufturbruhen 
und Vorreinigung als vbrberertung fOr Chromatogra- 
phie-Stufen warden neben konventioneilen Methoden 
wie z.B. Extraction oder Prazprtation auch hydrophobe 
Adsorptionen/Desorptionen, z.R an unpolaren Poty- 
rnermatenalien (auch HIC), verwendet (Atkinson, F. 
Mavttuna; Biochemicai Engineering and Bkxechnotogy 
Handbook, Chapter 16 "Downstream Processing" und 
Chapter 17 "Product Recovery ProceGses and Unit 
Operations", Second EdHlon, Stockton Press 1991, 
New York, USA BrocWebank, M. Kaiyanpur: "Primary 
Separation". Chapter 4 in G. Schmidt-Kastner et al.. 
Hrsg.: "Recovery of Byproduct", European Federation 
of BiotBchnology, Study Report of Working Party on 
Downstream Processing, 1993; Muler und W. BrOrrv 
mer: "Die Otmmatographie, eine zentrale Methode in 
der biotechnlschen Aufarbeitung", Chem. Ing.-Tech. 62 
(1990) Mr. 5, a 380-390). Diese Verfahren sind norma- 
lerwetee dadurch gefcBnrtzefchnet dafl teilwefse, vergil- 
chen mit der Merge herzusteilenden Produktes, groBe 
Mengen an Lfisungsmftteln bzw. an SaJzen eingesetzt 
warden Dies fOhrt zu zusatzllcrten Kosten bzw zu ver- 
mehrtem technischen Aufwand fOr die WTedergewin- 



nung und/oder Entsorgung der LOsungsmrttel Oder 
Salza AuBerdem sind tie vertxauchten Adsorptions* 
harze als Abfaii zu beseitigen. 

Demgegenuber ist es Aufgabe der vorliegenden 

5 Erfindung, zur Vorreinigung, insbesondere zur Entsal- 
zung und Auftonzentrierung von peptid- oder protein- 
haitigen FerrnentationsbrOhen ein UHrafirtrations- 
verfahren mittete Membranen bereitzusteiien, welches 
geeignet ist die KuJturbrQhe unter hohem Peptid- bzw. 

w Proteinrflckhait in einem fur die nachfolgenden Reini- 
gungsschritte ertorderiichen MaB zu entsalzen und auf- 
zutonzentrieren. 

Ultrafiitrationsverfahren zur vorreinigung von Fer- 
mentatlansbrutien als Vbrberettung fOr Chromatogra- 

75 pNestufen sind auf diesen fro hen Vertahrensstufen - 
auBer zum Zweck der Z ela btr enn ung (T.J. O'Sullivan et 
al. Chem. Eng. Prog. 80 (1), 68-75 (1984); A. Ertaon, 
Desalination, S3 (1985), 259-263) bisiang groBtech- 
rdsch rdcht eingesetzt worden. Bn Grund dafOr ist daB 

20 die Membranen von den NebenproduWen und Begieit- 
stoffen, dte vtelfaJtiger Natur sain kflnnen. oft blocWert 
werden und damrt zu - fOr ProduMonszwecka - untaug- 
lich riedrigen PermeatflQssen fuhren; darrit ergeben 
sich auch zusatzJtahe Prod erne bei der Reinigung bzw. 

es Regeneration der M embr a nen (Winzeler: "Mernbran- 
FDtraHon mit hoher TrennJeistung und rrtnJmaJem Ener- 
giebedarf, Chimia 44 (1990) 288 - 291). Diee trifft 
besondere for Herstelverfahren von Protein en mit nied- 
rfgem MdekulargewJcrit (M < 50,000 Dalton) und Peptl- 

30 den zu, die vermeintfich Uttrafiltrationsmembranen mit 
sehr Hainan Ttanngrenzan (mdecular weight cut-off) 
erfordem. 

Erst auf spflteren Veffahrensstufen, wo bereits eine 
Vbrreinigung stattgefunden hat, z.B. zwtschan aufeinan- 

ss der Wgenden Chromatographje-Stufen, sind Ultraffltra- 
tionen, z.B. zur Enrtsaizung und Kbnzantrierung, bereits 
in der Produktion Stand der Technik 

Uitrafiitrationsvedahren mrttels Membranen werden 
femer zur Tremung verschieden groBer Protein e, zur 

40 Pyrogenentfernung oder zur Gewirmung von BtokataTy- 
satoren angewardt (T.J. CSuflvan et al., Chem. Eng. 
Prog. 80(1), 68-75 (1984); E. Ftasche! et al., Adv. in Bio- 
chem. Englneerlng/Botechno lo gle Vol. 28, "Downst- 
ream Processing", a 73-142, N.Y 1983; Ed.: DJ. Bell). 

45 Den genannten Verlahren legt samtiich das Prinzlp 
zugrunde, zur Abtrennung eines Peptkte oder elnes 
Proteins eine Membran einzusetzen, der en Trenn* 
grenze (molecular weight cut-off) im oder unter dam 
Bereich des Molekulargewichts des zurQckzuhaltenden 

so Peptids bzw. Proteins legt 

Ee wurde jetzt gefunden, daB es durchaus mOgBch 
ist ein Protein oder Peptide mit einem geringen Mole- 
kuiargewicht mit sehr hohem ProduktrOckhatt an Mem- 
branen, die eine nominelle Trenngrenze von bis zu 

55 30.000 Dalton (mdecuter weight cut-off) haben, zu ent- 
salzen und zu konzentrieren. 

Demgemafl betrifft die vorflegende Erfindung ein 
Verlahren zur Vorreinigung einer Peptide oder Proteins 
enthaitenden, zeffreien KufturbrOhe mrttels UHraffltra* 
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ton an diner Memtxan, dadurch gekennzeichnet, daB 
die angegebene Trenngrenze der Membran den zwei- 
bis fQnffachen, vorzugsweise den drei- bis vierfachen 
Betrag dee Molekulargewichts dee von der Membran 
zurOckzuhartenden Peptide oder Proteins betrftgt 

Die vorliegende Erfindung findet i nsbesonder e 
Anwendung ffir Vorreinigung von zeitfreien KulturbrO- 
hen, die ein rekombinantes Himdn ertthatten, tnsbeson- 
dere seiches Hirudin, welches in Saccharomyces 
cerwteiae zur Expression gebracht wird 

Unter Hirucfin eind peptidartige Thrombininhtoitoren 
mtt einer spaziischen Aktivitflt von mJndestens 1 000 AT- 
U/mg zu verstehen, (fie von den bekan men Isohirudinen 
der Spezies Hirudo medidnals abgeleitet sind und 
wesentiicrte StruktuTnerkmaie dieser, inebesondere die 
charaktermtiache VerknQpfung der drei Disufdbrucken 
(J. Dodt et aJ., Biol. Chem. Hoppe-Seyter 366 (1985) 
379*385), aufweiaen (vgl. z.a EP A1 158 564, EP A1 
168342, DE 3445517, EP A2 193175, EP A1 200655. 
EP A1 158 986, EP A1 209 061, DE 33 42 199, EP A1 
171 024). 

Insbesondere wird darunter ein Hirudin verstanden. 
wie es in der EP A1 171 024, der EP A1 158 986 und 
der EP A1 209 061 beschrieben ist 

Das erfindungsgemaBe Verfehren wird besendera 
bevorzugt zur Vorreinigung einer zeitfreien KufturbrOhe 
eingesetzt, de ein Hirudindenvat mit der in der EP 0 
324 712 offenbarten Aminoefturesequenz enthait 
([Leu 1 , Thr^-D^ltohfrudln). 

Bei der Vorreinigung Nrudinrialtiger KulturbrOhen 
betrflgt die Trenngrenze der Membran 20 bis 30 kD, vor- 
zugsweise 20 kD. 

vbrzugsweise betragen die spezrflschen Permeat- 
flQsse bei dam Verfahren gemftB der vorliegenden Erf h- 
dung flber den gesamten Ffltrationsveriauf 10 bis 35 
Wrrfth. 

Die Temperatur der Ktffcitxuhe betrflgt bei Ver- 
wendung von Cornsteep im Fermentattonsmedium vor- 
zugeweise5bis15°C. 

Bei dem erfindungsgemflBen Verfahren wird vor- 
zugsweise das Permeal soiange zur RohJOeung zurOck- 
gefOhrt, bis etch stationare Verhaitnieee, auegedrOckt 
dadurch, daB die Produkftonzentration Im Permeal 
nicht mehr ansteigt d.h. konstant ist, eingestellt haben. 

Beispiel 

Am Ende der Fermentation etnas gentechrttech ver- 
anderten Stammes von Saccharomyces cerevisiae in 
emem tonplexen Medium bestehend aus Cornsteep 
und Hefeextrakt zur Hersteflung von HiruSn wird die 
Kultur zur Inaktrvierung der Zelien mit 0,225 ± 0,025 % 
Benzaltanlumchlorki, z.B. 0,45 ± 0.05 % • Dodlgen 
226 (einer 50 %igen LOsung einer Mischung von 
Aikytdmethyl-benzyl-an™^ ki Wasser), 

versetzt ird 30 Minuten inkubiert 

AnschlieSend wird die BrQhe zur Abtrennung der 
Zelen Qber einer Separator oder Detent er gefahren 
und daraufhin Ober eine 2-stufige ScNchtenfittration in 



einer Rrterpresse, bestehend aus einer Fein- und einer 
Errtkeimungsstufe, geWflrt Das Ritrat wird auf Tempe- 
raturen T <> 15°C gekOhft. urn erneut temperaturbe- 
dingte Ausfflllungen, die reversibeJ sind, zu vermeiden. 

6 Das so vorbereitete Ritrat weist eine Lertfahigkert 
von x - 6 ± 0,5 mS/cm auf. Die UltrafOtrationsanlage 
bestOckt mit Membranen aus Cefluioseacetat mit einer 
AusschiuBgrenze von 20.000 DaJton (z.a ®Nadir UP- 
CA-20 in Form von 3,8 Zotl Spiralwk^etrnodLden) wird 

w zunflchst bei Wgenden Bedingungen tOr 60 Minuten 
unter Permeatruckfohrung in Betrieb genommen: 





rrittlerer Transmembrandruck 


4±1 bar 


15 


vbhjmenstrom pro Druckrohr 


4-5m 3 /h 



Bei gleichen Bedlngingen wird danach unter Per- 
20 meataWertung 6:1 auftonzentriert und anschieBend 
durch Zugabe von demineraOsiertem und ffltriertem 
Wasser (purified water) unter Konstanthaftung de6 vbiu- 
merm sotange diaf atriert, d.h. entsatzt, bis die Lertfahig- 
kBrt i s 2.0 mS/cm ist Im AnschluB an cfle Dial IHration 
25 Harm nochmate aufkonzentriert werden, urn insgesamt 
zu einer Konzentrierung von 8:1 zu kDmmen; dabei soil 
eine Leitfahigkeit % < 22 mSfcm eingehalten werden. 



ProzeBdaten irtd Ergebnisse: 


Ausgangwoiimen 


46001 




100% 


Endvokimen 


7101 


Endkonzentration t-Grudin 


607,2% 


Ausgangdertfflhjgkeit 


533 mS/cm 


Endleitfahigkeit 


1,97mS/om 


Ausbeute an Hirudin 


93,7% 


wieoemnoung 


96,9% 


O in J ' * n rl inl * ii Pl.t* jfca 1. 1» 1 

riTXKJWvenusi im rermeat 


3,3% 
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PatentansprQche 

so 1 . Verfahren zur Vorreinigung einer Peptide oder Pro- 
teine enthaltenden, zeitfreien Kurfcurbrohe mittete 
Ul baraual ton an einer Membran, dadurch gehenn- 
zetehnet, daB dto angegebene Trenngrenze der 
Membran den zwei- bis ftfnffachen Betrag des 

55 Moiekulargewichts des von der Membran zurtfckzu- 
haltenden Peptide oder Proteins betrflgt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB cie angegebene Trenngrenze der Mem* 
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bran den drei- bm viertachen Betrag des 
Motekutargewichte des von der Membran zurOckzu- 
haltenden Peptids oder Proteins betrflgl 

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2. dadurch 5 
gekennzeichnet, daB das Peptid ein Hirudin 1st 

Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 
net daB die Trerrgrenze der Membran 20 bis 30 
kDbetrflgL io 

Verfahren nach eirtem der AnsprOche 1 bte 4, 
dadurch gekennzeichnet daB die epezifischen Per- 
meatflOsseuberden gesamten Hltratlonsverlaii 10 
bis 35 l/rr^/h betragen. is 

Verfahren nach einem der ArsprOche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet daB bei Verwendung von 
Comsteep (fie KurturbrOhe sine "femperotur von 5 
bis 15°C aufweist. 20 

Verfahren nach eirtem der AnsprOche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Permeat 
soiange zurfJcKgefQhrt wird. bis die Produkttonzen- 
tration im Permeai einer konstanten Wert ange- ss 
ncmmen hat. 
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